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1. 背景・目的 
 
細胞膜は一様な構造ではなく脂質やタンパク質の動的な集合体であり、様々なシ
グナル伝達の足場として機能している。細胞膜には lipid raft、受容体斑、細胞内
小器官などのように、化学的、物理的あるいは形態学的に特定され、特別な機能に
関与する膜ドメインと呼ばれる構造体が存在している (1-5)。 
 Src 型チロシンキナーゼは非受容体型のチロシンキナーゼであり、c-Src、Lyn、
Fyn、c-Yes など少なくとも 8 種類の分子が含まれており、細胞生存、形質変化、
転移などに関与する (6-8)。Src 型チロシンキナーゼは N 末端側に Src homology 
(SH) 4 ドメインを持ち、このドメインが翻訳後修飾により脂質修飾を受けている。
SH4 ドメインに続き、タンパク質間相互作用に関わる SH3、SH2ドメインがあり、 
C 末端側には基質のリン酸化を行うキナーゼ酵素活性ドメインがある (9)。Src 型
チロシンキナーゼは SH4 ドメインに修飾された脂質を介して細胞膜の細胞質側に
係留されて機能する。当研究室ではこれまでに SH4 ドメインの受ける脂質修飾の
様式が Src 型チロシンキナーゼの細胞内局在制御に関わっていることを報告して
きた (10-13)。 
 Src 型チロシンキナーゼは、形態学的あるいは生化学的な解析により lipid raft 
とされる膜ドメインにも non-raft とされる膜ドメインにもどちらにも分布してい
ると考えられ、その膜分布と機能について議論がなされてきた (14,15)。ある論文
によれば、Src 型チロシンキナーゼのメンバーの一つである Lyn は raft とされる
膜ドメイン上で酵素活性が上昇すると報告され (16)、別の論文では Src 型チロシ
ンキナーゼは non-raft とされる膜ドメイン上に分布することで細胞の形質変化を
誘導するのではないかと報告されている (7)。また、raft/non-raft といった膜ドメ
インも動的な存在であり、細胞の浮遊化のような膜への影響を与えうる刺激下では
膜ドメインマーカー分子の細胞内への取り込みなどが観察されている (17-19)。細
胞の浮遊化においては c-Src や c-Yes といった Src 型チロシンキナーゼのメン
バーの酵素活性の上昇も報告されているが (20)、 Src の膜分布と酵素活性の関係
性についての詳細な解析は行われていない。 
 膜ドメイン  raft は界面活性剤を用いて可溶性画分  (non-raft)、不溶性画分 
(raft)に分けられてきた。しかしこの方法では、不溶性画分に含まれる分子が溶出し
なかったのは膜ドメインに分布したためなのかは不明であり、さらに二分法である
ので膜の性質の連続的な変化を調べることはできない。そこで本研究では界面活性
剤を用いずに、ショ糖密度勾配遠心法を用いて全細胞膜を分画した (10)。この方法
において、細胞膜は自身の密度 (恐らくはタンパク質と脂質の組成比) により展開
される (1, 21,22)。この分画産物に対して Western blot 法で標的タンパク質を検出
し、標的タンパク質の膜分布を得た。この膜分布のピークはこの標的タンパク質を
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含む微小膜領域 (膜セグメント)の密度の期待値を反映するものになると考えられ
る。したがって、ショ糖密度勾配遠心で展開して得られた標的タンパク質の膜分布
の変化を追跡することで、標的タンパク質を含む膜セグメントの密度特性の変化を
観察することができると考えられる。 
 本研究により Lynが二峰性の膜分布をとっており、第一ピークと第二ピークのバ
ランスは細胞の浮遊化に伴って逆転することが示された。この Lyn の膜分布変化
には Lyn 自身のパルミチン酸修飾が必要であり、細胞の浮遊化によって生じる細
胞膜コレステロールの枯渇と、細胞膜カベオリンの細胞内への取り込みが関与する
ことが示唆され、このうち細胞膜コレステロールの変化が Lyn の酵素活性を上昇
させ、浮遊細胞の生存に関与するのではないかと考えられることを示した。 
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2. 実験技法解説 
 
2.1 HeLa S3/Lyn-FH, HeLa S3/Fyn-FH 安定発現株の樹立 
 
GP2-293 細胞 (6×105 cells) を 35mm 径ディッシュに播種し、一日後に
pOZ-FH-C/Lyn, Fyn ベクター 3.55 µg、pVSVG ベクター 1.46 µg を一過性遺伝
子導入し、8~10 時間後に培地を交換する。トランスフェクション後 48 時間後に
ウイルス上清を回収し、径 0.22 µm のフィルターでろ過滅菌する。HeLa S3 細胞 
(6×104 cells) を播種し、12-18 時間後にウイルス上清 1mL 及び polybrene 4 µg 
を加え、24 時間培養する。トリプシンで細胞を剥がし、半分を回収して凍結保存
し、残り半分は再び 24 時間培養して、ウイルス上清を加える。二回目のインフェ
クションから 24 時間後にトリプシンで細胞を剥がし、1/10 を凍結保存、1/10 を
継続培養、8/10 を FACS 用に播種する。FACS 用の細胞を播種してから 24 時間
後に 0.05%EDTA-Na-PBS 2 mL を 20 分間 37℃ で加えて細胞を剥がし、1,100 
rpm で沈殿させる。staining medium (3%FBS-PBS) で洗い、7G7B6 培養上清 
(anti-CD25 Ab) を加えて氷上で 1-2 時間反応させる。staining medium で二度洗
い、anti-mouse IgG-FITC/staining medium (2 µL/400 µL) を氷上、遮光下で 1 時
間反応させる。staining medium で二度洗い、液量を 1 mLに調整する。mesh し
て後に 1mg/mL PI 1 µL を加える。FACS (MoFlo, Beckman Coulter) で FITC 蛍
光強度上位 1-2 % を回収し、150 µg/mL streptomycin, 70 µg/mL penicillin G を
加えて培養する。FACS 後に細胞数を十分に確保してから 5×105 cells 程度播種し、
1-2 日後に再度 FACS する。 
 
2.2  Lyn/Fyn ダブルノックダウン細胞 (FL down) 株の樹立 
 
HeLa S3 細胞 (1.6×105 cells) を播種し、二日後に pMiw-hph ( hygromycin 耐
性遺伝子発現ベクター) 0.68 µg、pENTR4/H1-shLyn 3.4 µg + pENTR4/H1-shFyn 
3.4 µg を一過性遺伝子導入し、翌日同様に一過性遺伝子導入する。二日後に 250 
µg/mL hygromicin を加え、二日ごとに hygromicin-medium を交換しながら二週
間培養する。コロニーをピックアップして 24 well プレートで培養する。 
 
2.3 細胞培養法 
 
接着細胞は IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s medium)-5% bovine serum を
用いて培養し、浮遊細胞は RPMI 1640-5% bovine serum を用いて培養する。
poly-HEMA (poly 2-hydroxyethyl metacrylate) (SIGMA P3932) を 95% ethanol 
 - 5 - 
 
に 3%w/v となるように加え 37℃で撹拌しながら可溶化する。poly HEMA-coated 
ディッシュ作成に当たっては、polyHEMA 希釈倍率を HeLa S3 細胞にあわせて
検討した。径 35mmディッシュに 500 µL、径 6 cm ディッシュに 1.3 mL、径 10 cm 
ディッシュに 3.2 mL の 3% polyHEMA を加え、1 時間風乾する。浮遊培養は細
胞をトリプシン、あるいは0.05% EDTA-Na-PBS で剥がして後、polyHEMA-coated 
ディッシュあるいはスピナーフラスコで培養する。 
 
2.4 ショ糖密度勾配遠心法 
  
細胞は 1 サンプルあたり 2×107 cells程度使用した。細胞内輸送を止めるために
細胞は 4 ℃ PBS で二度洗浄したのち、4 ℃を維持しながら以下の操作を行った。
PBS で洗浄した細胞ペレットに 4 × HEPES buffer (160 mM HEPES, pH7.4, 1 
mM MgSO4, 10 mM Na3VO4, 20 mM EDTA-Na, 20 mM EGTA-Na, and protease 
inhibitors)を 250 µL加えて溶液を 875 µLに調整する。これにさらに PMSF を加
え、ダウンス型ホモジェナイザーで 20 ストロークかけて破砕する。得られた破砕
液に 2M Sucrose を 125 µL加えて懸濁液量が 1 mL になるように ddw を加え
る。この懸濁液を  1000 ×  g で  5 分間遠心分離して上精 (Post-nuclear 
supernatant: PNS ) を得る。PNS が 990 μＬになるように ddw を加える。 シ
ョ糖密度勾配層は 4 × HEPES buffer, ddw, 2M Sucrose を用いて各層 800 μL 
ずつ、1.5M/1.2M/1.0M/0.8M/0.5M の順で 5PA tube に重層する。ショ糖勾配層の上
に PNS を 900 μL 重層して P55ST2 ローターにセットし、 CP100MX 遠心機で
33.4 krpm , 85 分間遠心分離する。得られた産物は上層から順に 490 µLずつ回収す
る。 
 
2.5 MβCD-Cholesterol 作成法 
 
MβCD (methyl-β-cyclodextrin) (SIGMA C4555) 1 g を PBS 7.635 mL に溶解し、
100 mM MβCD を 作 成 す る 。 cholesterol (SIGMA C3045) 35 mg を
isopropanol-chloroform (2:1 volume) 150 µL に加え、80℃で加温する。溶解後に
100 mM MβCD を徐々に加える。白濁や析出物が完全に溶解するまで加温しながら 
vortex を用いて懸濁する。 
 
2.6 Lyn 酵素活性評価 
 
enolase from rabbit muscle (SIGMA E0379-50UN) 142.9 µL を 15,000 rpm 5 
min 4℃で沈殿させ、上清を慎重に除く。50 mM HEPES (pH7.0)-1mM DTT-1 mM 
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MgCl2 を 50 µL 加え、氷上で 1 時間静置する。100% glycerol を最終濃度 50% 
になるように加えて  5 µL (5 µg/µL) ずつ分注し、 -80℃で保存する。HeLa 
S3/Lyn-FH 細胞を培養し、 1.2 mL RIPA-buffer (+) (50 mM Hepes, pH 7.4, 10% 
glycerol, 1% Triton X-100, 1% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 
4 mM EDTA, 100 mM NaF, and 1 mM Na3VO4 plus 50 µg/ml aprotinin, 100 
µg/ml leupeptin, 25 mM pepstatin A, and 2 mM PMSF)を氷上で 15 分間加え、
15,000 rpm 15 min 4℃遠心して上清を回収する。protein G 10 µL/sample を 0.1% 
Triton-X100-PBS で三度洗い、1 µg/sample anti-Lyn(9) antibody を 4℃で一晩反
応させる。反応後の beads を RIPA-buffer で三度洗い RIPA lysate を加え 4℃
で 2 時間反応させる。RIPA-buffer で三度洗い、1M NaCl-assay buffer で三度洗
い、Assay buffer (50 mM Hepes, pH 7.4, 1% Triton X-100, 10 mM MnCl2, 1 mM 
Na3VO4) で三度洗う。5 µL enolase に 50 mM NaOAc-AcOH (pH3.3) 5 µL を加
えて 30℃ 10 min 反応させ、2M Tris-buffer (pH 8.0) を 15 µL と Assay buffer 
30 µL を加えて中和させる。Lyn を免疫沈降した beads 10 µL に 500 µM ATP 10 
µL、Assay buffer 20 µL、acid denatured enolase 10 µL を加えて 30℃で in vitro 
kinase assay を行う。2×SDS-Sample buffer-10mM Na3VO4 -10 mM HEPES を
加え 95℃で 10 min 加熱して反応を停止し、 6000 rpm 5 min 4℃ 遠心分離して
上清を回収する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 7 - 
 
 
 
3. 研究結果 
 
3.1  細胞の浮遊化に伴う Lyn 活性化 
 
細胞浮遊化が Src 型チロシンキナーゼの活性に与える影響を調べるために、接着
培養も浮遊培養も可能な HeLa S3 細胞を実験に用いた。細胞をトリプシンで処理
した後に細胞接着を阻害する polyHEMA でコートした培養皿に移して浮遊状態
で培養し、その全細胞破砕物をウェスタンブロッティング法で検出したところ、内
在性 Src 型チロシンキナーゼの自己リン酸化が浮遊状態の細胞で上昇した(発表論
文 Fig.1A)。Src 型チロシンキナーゼの各メンバーを区別するために、エピトープ
タグを付加した c-Src、Lyn、Fyn の過剰発現株を作成して同様の実験を行った。
細胞の浮遊化によって c-Src の活性上昇が報告されているが (20, 23) その結果通
りに c-Src-HA の自己リン酸化の上昇がみられた (発表論文 Fig. 1B)。興味深いこ
とにこれまで詳しく調べられていなかった Lyn や Fyn の自己リン酸化度も浮遊
細胞において上昇していた (発表論文 Fig. 1C、D)。免疫沈降法を用いることで内
在性の p53/56 (スプライシングバリアント) Lyn の自己リン酸化が浮遊細胞におい
て上昇していることがわかる (発表論文 Fig. 1E)。さらに Lyn の自己リン酸化の
上昇は EDTA を用いて細胞を浮遊化させても見られることからトリプシン酵素処
理によるものではないことがわかる (発表論文 Fig. 1F)。タイムコース実験により 
Lyn の自己リン酸化の上昇は細胞の浮遊化後 10 分以内に見られることがわかる 
(発表論文 Fig. 1G)。酸変性させた enolase を基質として添加した in vitro キナー
ゼアッセイの結果から、浮遊細胞において Lyn の自己リン酸化度だけではなく酵
素活性が上昇していることがわかる (発表論文 Fig. 1H)。以上の結果から細胞の浮
遊化によって Lyn のキナーゼ活性が上昇すると結論づけた。 
 
3.2   細胞浮遊化による Lyn 膜分布変化 
 
浮遊化によって細胞の輪郭は扁平な形から球形に向けて大きく変化し、このこと
は細胞膜の表面積・曲率に大きな影響を与えている。Lyn は膜係留型の酵素である
ことから、細胞膜全体の形態の変化によって Lyn を含む膜セグメントの性質が変
化しているのではないかと予想した。そこで Lyn を含む膜セグメントの性質の変
化を、密度をパラメータとした Lyn の膜分布変化としてとらえるために、技術的
に安定した結果の出る 10 段階のショ糖密度勾配分画法を用いて調べた。接着培養
した細胞における内在性の Lyn の膜分布は、主峰を Fr. 4 に持ち、次鋒を Fr. 7-8 
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に持つ、二峰性のピークを示す (発表論文 Fig. 2A)。興味深いことに、浮遊培養細
胞においては Lyn の膜分布の主峰は Fr. 4 から Fr. 7-8 へと移り、浮遊細胞を接
着状態で再び培養することによって Fr. 4 へと戻っていく (発表論文 Fig. 2A)。内
在性の Lyn と同様に安定発現細胞における Lyn-FH も、細胞を浮遊化させること
で Fr.4 から Fr. 7-8 へと移動する (発表論文 Fig. 2C)。3.1 で示した Lyn の活
性化のタイムコース実験と同様に、Lyn の膜分布変化は細胞の浮遊化後 10 分程度
でみられる現象である (発表論文 Fig. 2C)。一方で各オルガネラに局在する代表的
な膜たんぱく質(細胞膜マーカー: デスモグレイン; トランスゴルジマーカー: β-1, 
4-ガラクトシルトランスフェラーゼ; エンドソームマーカー: トランスフェリン受
容体; 小胞体マーカー: カルネキシン)の分布は細胞の浮遊化によって影響を受けて
いなかった (発表論文 Fig. 2B)。これらの結果から、HeLa S3 細胞の浮遊化によ
って、Lyn を含む膜セグメントの密度が変化していることが示唆される。 
HeLa S3 細胞だけではなく、大腸がん由来 HCT-116 細胞においても細胞の浮
遊化によって Lyn の膜分布は Fr.4 から Fr. 7-8 へ向けて移動している (発表論
文 Fig. 2D)。HeLa S3 細胞に比べて HCT-116 細胞では Lyn の膜分布変化が顕
著ではない。これは HCT-116 細胞間の付着性が強くスピナーフラスコを用いて撹
拌培養しても細胞が凝集してしまったことと関係があるのではないかと考えられる。
単球性 THP-1 細胞においては、細胞を 5%FCS を含む培地を用いて浮遊培養して
いるときには Lyn の膜分布の主峰は Fr. 4 にあったが、培地を無血清培地に変え
ると Lyn は Fr. 8 へと移動した (発表論文 Fig. 2D)。これらのことから Lyn の膜
分布の主峰が Fr. 4 から Fr. 7 や Fr. 8 へと移ることは、異なる細胞種においても
共通にみられる現象ではないかと考えられる。 
In vivo 腫瘍細胞における Lyn の膜分布を調べるために、浮遊状態で培養した 
HeLa S3/Lyn-FH 細胞をヌードマウスの皮下に移植した(発表論文 Fig. 2F)。異種
間移植した細胞が腫瘍を形成して後に、その腫瘍を切り出してショ糖密度勾配遠心
法で分画した。その結果 Lyn の膜分布の主峰は Fr. 7-8 から Fr. 4 へと移動し(発
表論文 Fig. 2G)、in vitro で再接着培養したものと同じような結果となった。この
結果から、 in vitro における接着培養が in vivo における腫瘍形成と Lyn を低密
度膜分布させる点において同等のものであると考えられる。一方で in vivo におけ
る浮遊癌細胞についても考察した。細胞分画法で用いることができる量の HeLa 
S3/Lyn-FH 細胞を、血液などの循環系から浮遊状態で収集するのは技術的に困難
である。そこで、腹腔内に HeLa S3/Lyn-FH 細胞を移植して腹水を回収してみた
が、この腹水中にも移植した細胞は見いだせなかった。このことから in vivo にお
ける浮遊癌細胞内での Lyn の膜分布が in vitro における浮遊細胞内でみられた
ものと同等であるのかは結論付けられなかった。 
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3.3  新規合成後 Lyn 輸送経路と膜分布 
 
新規合成された Lyn は初めに Golgi 領域に集まったのちに、細胞膜へと輸送さ
れていく(24)。Lyn の輸送が膜分布に及ぼす影響を調べるために、接着培養してい
る HeLa S3 細胞に Lyn-WT を一過性遺伝子導入して 12 時間後から 18 時間後
の Lyn の膜分布を比較した。Lyn の局在は顕微鏡下で Golgi 領域から細胞膜へと
移動したが、Lyn の膜分布の主峰は Fr. 4 に留まったままであった(発表論文 Fig. 
3D)。細胞の浮遊化によって一過性遺伝子導入した Lyn の膜分布の一部は、一過性
遺伝子導入後 12 時間後でも 18 時間後でも、 Fr. 4 から密度の高い膜へと移動し
た (発表論文 Fig. 3E)。さらに細胞の浮遊化によってみられた Lyn の膜分布変化
が Lyn の新規合成後の輸送とは関係がないことを示すために、タンパク質の新規
合成阻害薬である cycloheximide (CHX) を用いた。Lyn は Golgi から細胞膜へと
輸送されていくため、CHX の使用により Golgi 領域の Lyn を減らすことができ
る (発表論文 Fig. 3, B 及び D)。CHX による Golgi 局在型 Lyn の減少は接着培
養、浮遊培養のどちらにおいてもLyn の膜分布を変化させなかった (発表論文 Fig. 
3, D 及び E)。これらの結果から細胞の浮遊化における Lyn の膜分布変化は新規
合成後の Lyn の輸送とは関係がないことが示唆される。 
 
3.4  脂質修飾による Lyn 膜分布制御 
 
当研究室で行われた以前の研究では、Lyn の膜分布と c-Src の膜分布とは異な
っていることが示されている (10, 11)。そこで細胞の浮遊化が Src 型チロシンキナ
ーゼの異なるメンバーの膜分布に対してどのような影響を与えるのかを調べた。
Lyn と同様に、内在性の c-Yes 及び安定発現した Fyn (Fyn-FH) の膜分布の主峰
は接着状態で Fr. 4 にみられ、細胞の浮遊化により Fr.7-8 へと移動した (発表論
文 Fig. 4A)。一方で過剰発現した c-Src (c-Src-HA) の膜分布の主峰は接着培養、浮
遊培養どちらにおいても Fr.1-2 に見られた (発表論文 Fig. 4A)。パルミチン酸修
飾を受けない c-Src を除き、Lyn, c-Yes そして Fyn は SH4 ドメインにパルミチ
ン酸修飾を受ける。そこで細胞の浮遊化における Lyn の膜分布変化にはパルミチ
ン酸修飾が不可欠なのではないかという仮説を立てた。この仮説を検証するために、
パルミチン酸修飾されない Lyn の変異体である Lyn (C3S) を用いた (発表論文 
Fig. 4B)(11)。c-Src の膜分布と同様に、Lyn(C3S) の膜分布の主峰は接着培養でも
浮遊培養でも Fr. 1-2 に見られた (発表論文 Fig. 4C)。さらに Lyn の膜分布にお
けるパルミチン酸修飾の重要性を確認するために、Lyn の N 末端側の SH4 ドメ
インに GFP を結合した Lyn(SH4)-GFP (発表論文 Fig. 4B) を一過性遺伝子導入
した。Lyn(SH4)-GFP の膜分布のピークは接着培養においては Fr. 4-5 に見られ、
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浮遊培養においては Fr. 7-9 に見られた(発表論文 Fig. 4D)。およそ三分の一の 
Lyn(SH4)-GFP はなぜか Fr. 1-2 に分布していたが、残りの Lyn(SH4)-GFP の膜
分布は内在性あるいは過剰発現した Lyn の膜分布に近かった。これらのことから、
パルミチン酸修飾は細胞の浮遊化における Src 型チロシンキナーゼの膜分布変化
において重要な役割を果たしていると考えられる。 
 
3.5  細胞膜コレステロール減少による Lyn 膜分布への影響 
 
細胞膜上のコレステロールは細胞の浮遊化によって減少するということが知られ
ている (発表論文 Fig. 5A) (17)。細胞膜上のコレステロールの減少が細胞の浮遊化
における Lyn の膜分布変化と関わっているのかを調べるために、接着細胞に無血
清下でコレステロール除去試薬 MβCD を処理した (発表論文 Fig. 5, B-D)。興味深
いことに、MβCDの処理は膜たんぱく質マーカーの分布には大きな影響を与えなか
ったが、 Lyn の量を Fr.5, 6 において増加させ、 Fr. 3, 4 において減少させた (発
表論文 Fig. 5B)。このとき、顕微鏡下では Lyn の局在に大きな変化はなかった (発
表論文 Fig. 5D)。次に、浮遊細胞に対して MβCD-Cholesterol 抱合体を処理して
コレステロールを取り込ませた (発表論文 Fig. 5, E-G)。コレステロールの導入は 
Lyn の顕微鏡下での局在を変化させずに、Lyn の一部を Fr. 5-6 から Fr. 2-3 へ
と移動させた (発表論文 Fig. 5E, G)。コレステロールの導入はカルネキシンの膜分
布も軽い膜画分へと変化させたことから (発表論文 Fig. 5E)、コレステロールは恐
らく膜全体に対して密度を低下させる働きがあるのではないかと考えられる。これ
らの結果から、細胞膜上からのコレステロールの減少は浮遊細胞における Lyn の
膜分布変化にある程度寄与しているものと考えられる。 
 
3.6  ダイナミン活性の Lyn 膜分布変化への影響 
 
細胞の浮遊化が細胞膜上の caveolin を含む膜ドメインの内在化を引き起こすこ
とが知られているため(18)、caveolin の膜分布を調べた。細胞の浮遊化によって 
caveolin の膜分布の主峰が Fr. 8 から Fr. 4-5 へと移動している (発表論文 Fig. 
6A)。Fr. 4 および Fr. 5 には、リサイクリングエンドソームタンパク質である 
Transferrin 受容体や Rab11 のピークが接着状態でも浮遊状態でも存在していた 
(発表論文 Fig. 2B and 6B)。細胞の浮遊化に伴って、 caveolin は細胞膜から 
Rab11-陽性エンドソームに移動しており (発表論文 Fig. 6C)、この結果は以前の報
告に一致する (18)。これらの結果は細胞の浮遊化によって caveolin がリサイクリ
ングエンドソームを形成する膜セグメントへと移動したことを示唆している。
Caveolin の膜分布とは違って、Lyn の膜分布の主峰は細胞の浮遊化によって Fr. 4 
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から Fr. 7-8 へと移動した (発表論文 Fig. 2A, C)。そこで、caveolin の動きと比較
するために、Lyn を一過性遺伝子導入した細胞に CHX を処理して Lyn を細胞膜
に蓄積させて (発表論文 Fig. 3B, C)、細胞を浮遊化させることで Lyn が細胞内膜
へと取り込まれていくかを調べた。細胞の浮遊化によって細胞膜上の Lyn は内在
化もしなければ caveolin と共局在することもなく、細胞の浮遊化に伴う Lyn の
膜分布変化の過程は caveolin の膜分布変化の過程とは異なっているだろうと考え
られる。 
 細胞の浮遊化による caveolin の内在化にはダイナミンによる膜の分断が必要で
ある (18)。Lyn の膜分布変化が dynamin 依存的な内在化の影響を受けているか
を示すために、細胞の浮遊化において dynamin の活性阻害剤である dynasore を
用いた。Dynasore の処理によって caveolin は Fr. 7-8 に増加し (発表論文 Fig. 
6E)、核近傍領域への集積がみられなくなった (発表論文 Fig. 6F)。このことは 
caveolin の取り込みには  dynamin の活性が必要であることと一致する。
Dynasore の処理は Lyn の顕微鏡観察結果にも、他のマーカータンパク質の分布
にも影響を与えなかったが (発表論文 Fig. 6F, G)、Lyn の Fr. 4-5 における量を増
加させたことは注目に値する(発表論文 Fig. 6G, H)。これらのことは細胞の浮遊化
における Lyn の膜分布変化には dynamin の活性がかかわっていることを示唆し
ている。 
 
3.7  ダイナミン活性阻害剤・コレステロール併用時の Lyn 膜分布変化 
 
浮遊化細胞におけるダイナミン活性阻害及びコレステロール添加の併用による 
Lyn の 膜 分 布 へ の 影 響 を 調 べ た 。 細 胞 浮 遊 化 時 に  dynasore 及 び 
MβCD-Cholesterol を処理した細胞の Lyn の二峰性の膜分布は、 Fr. 4 に主峰を 
Fr. 7-8 に次鋒を持ち、接着細胞における Lyn の膜分布に似ていた (発表論文 Fig. 
7A 及び C)。浮遊細胞に dynasore と MβCD-Cholesterol を処理した細胞におい
て、代表的な膜マーカー分子の分布は MβCD-Cholesterol 処理細胞に似ており、 
Lyn の局在はコントロール細胞と大きな違いはなかった (発表論文 Fig. 7B)。これ
らの結果は dynamin 活性と細胞膜コレステロールの減少が浮遊化細胞における 
Lyn の分布変化に関与しているかもしれないことを示唆している。 
 Lyn のように、 Fyn の膜分布も dynasore と MβCD-Cholesterol を処理した
細胞では Fr. 4 に主峰を持っていた(発表論文 Fig. 7D)。このことは細胞の浮遊化に
おいて Lyn と Fyn を含む膜セグメントの性質が似ているかあるいは Lyn と 
Fyn が同じ膜セグメントに含まれていることを示している。 
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3.8  Lyn 膜分布と Lyn 活性の関係 
 
Src 型チロシンキナーゼの活性が膜分布の影響を受けていたのかを調べるために、
接着細胞の内在性の Src 型チロシンキナーゼの自己リン酸化シグナルの分布を調
べた。接着細胞において Fr. 7, 8 に含まれる Lyn, c-Yes, Fyn の量は Fr. 4 に比べ
て少ないにもかかわらず、Src 型チロシンキナーゼの自己リン酸化は Fr. 7-8 の方
が Fr. 4 よりも強かった (発表論文 Fig. 8A)。さらに、接着細胞において Fr. 7 に
含まれる Lyn の自己リン酸化は Fr. 4 に比べて強かった (発表論文 Fig. 8B)。こ
れらの結果は Fr. 7-8 に含まれる Src 型チロシンキナーゼの活性は Fr. 4 に比べ
て強いことを示唆している。 
次に、抑制性制御部位を欠損した恒常活性型の Lyn (Lyn∆C-HA) を一過性遺伝
子導入した。高活性にもかかわらず  (発表論文 Fig. 8C)、接着細胞において 
Lyn∆C-HA の主峰は Fr. 4-5 に局在していた (発表論文 Fig. 8D)。Lyn-WT と同
様に、Lyn∆C-HA の膜分布は細胞の浮遊化に伴って Fr. 7-8 へと移動した (発表論
文 Fig. 8D)。これらの結果から、Lyn の膜分布の変化は Lyn の活性には依存しな
いことが示唆される。 
Src 型チロシンキナーゼの制御分子 EGFR、Csk、SHP-2 の膜分布を発表論文
Fig. 8E に示した。Csk、SHP-2 の膜分布は接着培養においても浮遊培養において
も Fr. 1-2 に見られていた一方で、EGFR の膜分布の主峰は細胞の浮遊化に伴って 
Lyn の膜分布と同様に Fr. 4 から Fr. 7-8 へと移動した。Lyn、EGFR、CNX の
主峰は全て浮遊細胞において Fr. 7-8 に分布していたが、CNX を除く Lyn と 
EGFR が主に細胞膜上で共局在して見られた (発表論文 Fig. 8F)。これらの結果は
細胞の浮遊化において EGFR は Lyn を含む膜セグメントに含まれていることを
示唆している。そこで、細胞の浮遊化に伴う Lyn の活性上昇は膜セグメントの性
質の変化によって引き起こされるのではないかという仮説を立てた。 
 
3.9  コレステロールによる Lyn 活性抑制 
 
細胞の浮遊化に伴う Lyn の膜分布の変化にはコレステロールの減少とダイナミ
ンの活性の関与しているのではないかと考えられる (発表論文 Fig. 5-7)。細胞の浮
遊化によって Lyn がどのように活性化されたのかを調べるために、接着培養した
細胞に無血清化で MβCD を処理した。コレステロールの除去により、血清刺激後
の Lyn の活性は顕著に増大した (発表論文 Fig. 9A)。対照的に、コレステロール
の導入は浮遊細胞における Lyn の自己リン酸化を抑制し、この抑制された自己リ
ン酸化は血清刺激を行って 23 時間経過しても回復しなかった (発表論文 Fig. 9B)。
細胞の浮遊化に伴う Lyn の自己リン酸化の亢進はダイナミンの活性抑制による影
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響を受けなかった (発表論文 Fig. 9C)。これらの結果は細胞の浮遊化における細胞
膜上でのコレステロールの減少は Lyn の膜分布変化と活性上昇において重要な役
割を担っていることを示している。 
 
3.10  コレステロール導入と浮遊細胞の生存率 
 
上皮細胞の浮遊化はアポトーシスを誘導することが知られているが (25)、HeLa 
S3 細胞は浮遊培養することができる (26, 27)。Src 型チロシンキナーゼは浮遊細
胞の生存に関与しているため (8, 20, 23, 28)、Lyn に対する shRNA 発現細胞を樹
立した (発表論文 Fig. 10A)。Src 型チロシンキナーゼの自己リン酸化は接着培養に
おいては Lyn をノックダウンすることで減少していたが、浮遊培養においては余
り減少しなかった (発表論文 Fig. 10B)。Fyn も細胞の浮遊化によって活性化して
いたことから (発表論文 Fig. 1C, D)、Lyn ノックダウンの効果は Fyn によって代
償されたものと考えられる。そこで Lyn/Fyn ダブルノックダウン細胞を樹立した。
この細胞においては接着培養、浮遊培養どちらにおいても Src 型チロシンキナーゼ
の自己リン酸化は減少していた (発表論文 Fig. 10A, C)。浮遊培養においてコント
ロール細胞も Lyn/Fyn ノックダウン細胞も 5% 血清を含む培地で培養した時に
は十分に生存可能であり、無血清培地においては細胞死を誘導した (発表論文 Fig. 
10D)。しかし、0.05% の血清を含む条件においては浮遊培養において Lyn/Fyn ノ
ックダウン細胞はコントロール細胞よりも生存率が低かった (発表論文 Fig. 10D)。 
次に、コレステロール添加による Lyn の不活性化が浮遊細胞の生存に影響を与
えるかを調べた。コレステロールの添加は 0.05% 血清培地で浮遊培養する HeLa 
S3 細胞の生存率を顕著に低下させた (発表論文 Fig. 10E)。しかしながら、コレス
テロール添加による浮遊細胞の生存率の低下は Lyn の発現や 5% 血清培地での
培養では見られなかった (発表論文 Fig. 10E)。加えて、コレステロール添加による 
0.05% 血清培地における細胞生存率の低下はフィブロネクチンコート培養皿で接
着培養した際には観察されなかった (発表論文 Fig. 10F)。これらの結果はコレステ
ロール添加が低血清濃度において Src 型チロシンキナーゼの抑制を介して浮遊細
胞の生存率を低下させていることを示唆している。 
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4. 考察 
 
本研究の概略を図 1 に示した。細胞の浮遊化はパルミチン酸修飾を受けた Src 
型チロシンキナーゼの膜分布を低密度膜から高密度膜へとシフトさせ、その活性を
上昇させることを示した。細胞の浮遊化に伴う Lyn の膜分布の変化にはダイナミ
ンの活性と膜上のコレステロールの量が関わっていた。細胞の浮遊化は Lyn や 
Fyn などのパルミチン酸化された Src 型チロシンキナーゼを膜分布変化の際の膜
上のコレステロールの減少を介して活性化していた。 
 
 
細胞膜は単調な構造ではなくタンパク質と脂質の様々な組成比からなる多くの断
片から構成されている。密度勾配遠心法は細胞膜から調製された微小膜粒子を密度
に応じて分画する手法である。膜粒子は界面活性剤を用いずに調製されたので、標
的とする膜係留型分子の膜分布は、その標的分子を含む膜セグメントの密度、すな
わち組成、によって決定される。標的タンパク質の膜分布の主峰の含まれる画分は、
その分子を含む膜セグメントの密度を反映すると考えられる (図 2)。形質膜、Golgi、
小胞体、エンドソームの膜たんぱく質マーカーは低密度膜から高密度膜までの間で
その特異的分布を示す (発表論文 Fig. 2B)。細胞の浮遊化において顕微鏡下では識
別できない Lyn の膜分布変化を、密度勾配遠心法では検出することができたこと
から (発表論文 Fig. 2-7)、密度勾配遠心法は膜係留型タンパク分子を含む膜セグメ
ントの特徴を調べるうえで適切な方法であるといえる。 
 
図 1 細胞浮遊化と Src 型チロシンキナーゼ (SFKs) の膜分布を介した活性制御 
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本研究で用いた密度勾配遠心法において Lyn の膜分布は低密度膜 (Fr. 4) と高
密度膜 (Fr. 7-8) にピークを持つ二峰性の膜分布を示した。新規合成された Lyn は
初めに Golgi 領域に集積した後に形質膜へと輸送されることから(24)、当初は二峰
性の膜分布は顕微鏡下で観察される Golgi と形質膜の二つの局在によるものでは
ないかと考えた。しかしながら、顕微鏡下で観察される Lyn の局在は、細胞の浮
遊化における Fr. 4 から Fr. 7-8 への Lyn の膜分布の主峰の移動とはかかわりが
なかった (発表論文 Fig. 3)。ショ糖密度勾配遠心法においてパルミチン酸修飾を受
ける Src 型チロシンキナーゼ Lyn の膜分布はパルミチン酸修飾を受けない Src 
型チロシンキナーゼ c-Src の膜分布とは異なっていることを考えて (10, 11)、二峰
性の膜分布はパルミチン酸修飾によって説明がつくのではないかと考えた。仮説を
検証するために Lyn(C3S), Lyn(SH4)-GFP の膜分布を Lyn-WT の膜分布と比較
した。本研究の結果によれば、パルミチン酸修飾は Lyn を低密度膜 (Fr. 4) と高
密度膜 (Fr. 8) との間に分布させることには必要であるが二峰性の膜分布には寄与
していないものと考えられる (発表論文 Fig. 4)。これらの結果は Lyn の二峰性膜
分布は膜セグメントの組成の違いによるものである可能性を示している。 
細胞の浮遊化は Bax や YAP といった分子の局在移動を引き起こし (29, 30)、
形質膜からのコレステロール (17) やカベオラ粒子 (18) の内在化を引き起こすこ
とが知られている。形質膜へのコレステロールの集積は赤血球の形態を球形から平
板へと変化させ (31)、コレステロールの除去はフィブロネクチンに接着した細胞の
形を扁平から球形へと変化させる (32)。細胞の浮遊化は、恐らくは表面の張力によ
って (33)、細胞の球体化を誘導することから、浮遊細胞の球体化が形質膜からのコ
図 2 ショ糖密度勾配遠心法と
膜セグメントの関係 
細胞膜成分を物理的に破砕して
できた粒子を密度勾配遠心法で
分画する (図中円形のものは膜
断片由来粒子)。特異抗体を用い
て標的分子の膜分布パターンを
Western blot 法で調べる。標的
分子の膜分布のピークを含む画
分は標的分子が細胞中で分布し
ていた膜の周辺領域 (膜セグメ
ント) の密度を反映しているも
のと考えられる。 
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レステロールの減少を誘導したのではないかと考える。実際に MβCD によってコ
レステロールを除去すると、Fr. 2-4 で Lyn が減少し、Fr. 5-6 で Lyn が増加し
た (図 3; 発表論文 Fig. 5)。一方、浮遊化細胞に dynasore を処理することで 
dynamin 活性が Lyn の膜分布の主峰の Fr. 4-5 から Fr. 7-8 への移動に部分的
に関わっていることを示している (Fig.3; 発表論文 Fig. 6)。細胞の浮遊化は Fr. 
2-4 の Lyn の量を減らして Fr. 6-8 の Lyn の量を増加させるので、コレステロー
ルの減少と dynamin の活性はどちらも細胞の浮遊化に伴う Lyn の膜分布の変化
に関わっているものと考えられる (Fig. 3)。実際にコレステロールと dynasore を
処理した浮遊細胞における Lyn の膜分布は接着細胞における Lyn の膜分布に似
ていた (発表論文 Fig. 7)。細胞内方向の出芽の前にカベオラは細胞膜上の膜分子を
集積させることを考えて (34)、細胞の浮遊化に伴う Lyn の膜分布の変化には 
Lyn を含む膜セグメントからのコレステロールの減少と共にカベオラ粒子の構成
分子の離反がかかわっていたものと考えられる。 
細胞の浮遊化はコレステロール減少と dynamin 活性を介して Lyn の膜分布の
主峰を Fr. 4 から Fr. 7-8 へと移動させる (発表論文 Fig. 5-7)。Lyn は血清刺激下
で dynamin 依存的出芽ではなくて、コレステロール除去によって活性化する (発
表論文 Fig. 9)。Lyn の膜分布変化と同様に、細胞の浮遊化に伴って EGFR の膜分
布の主峰も Fr. 4 から Fr. 7-8 へと変化する (発表論文 Fig. 8)。EGFR は血清に
含まれる増殖因子によって活性化され、Src 型チロシンキナーゼを活性化する (35)。
EGFR はコレステロール除去によって活性化され、コレステロール添加によって不
活性化される (36)。これらをかんがみて、細胞の浮遊化は Lyn と EGFR を含む
膜セグメントのコレステロール量を減少させ、血清刺激下での Lyn の活性化を促
進しているという仮説を提唱した。 
接着細胞において、Lyn の膜分布の主峰は Fr. 7-8 よりはむしろ Fr. 4 に存在し
図 3 Lyn 膜分布増減 
細胞の浮遊化(左)、コレ
ステロール除去(中)、ダ
イナミンの活性(右)によ
る  Lyn の膜分布変化
を示した。上段には各条
件下前後での  Lyn の
膜分布を、下段には各条
件による膜分布変化の
差分を増減グラフとし
て示した。 
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た (発表論文 Fig. 2A)。重要なことに、Lyn を含む Fr. 7 に存在する Src 型チロシ
ンキナーゼの活性度は、接着細胞においてさえ、Fr. 4 に存在するものよりも高か
った (発表論文 Fig. 8A, B)。このことは膜コレステロールの減少が Lyn 活性化に
おいて重要な役割を果たしていることを示唆している。膜コレステロールの減少は 
Lyn の膜分布を高密度膜画分へと移動させたことを考えると、コレステロール減少
による膜流動性の増加は高密度膜において個々の Lyn 分子同士の衝突頻度を増大
させ、それによって Lyn の自己リン酸化レベルを増大させることで Lyn を活性
化しているのではないかと考えられる。 
Lyn とは異なり、c-Src の膜分布の主峰は接着培養においても浮遊培養において
も Fr. 1-2 に見られ (発表論文 Fig. 4)、Src 型チロシンキナーゼの活性制御分子 
SHP-2 と Csk (37, 38) も Fr. 1-2 に分布していた (発表論文 Fig. 8)。細胞の浮遊
化において SHP-2 が c-Src の活性化を引き起こしているという報告を考えるな
らば、Lyn と c-Src は細胞の浮遊化において異なった活性制御を受けているので
はないかと考えられる。 
細胞-基質相互作用の不在は上皮細胞にアノイキスと呼ばれるアポトーシスを誘
導する (25)。循環系の中で生存するために、転移中の細胞は上皮-間葉移行を介し
てアノイキス耐性を獲得すると考えられている (39, 40)。Src 型チロシンキナーゼ、
とりわけ Lyn (41, 42) は腫瘍の進行と転移を様々な面から促進させることができ
る (6)。細胞の浮遊化に伴って、細胞膜からのコレステロールの減少は Lyn の係留
した膜セグメントの特性を血清刺激依存的に Lyn を活性化しやすいものへと変化
させ (発表論文 Fig. 9)、コレステロールの浮遊細胞への添加は Lyn の活性と細胞
の生存率の両方を低下させた (発表論文 Fig. 10)。血清中のコレステロール量と癌
の悪性度との関係は議論の中にあるが (43, 44)、本研究の結果は Lyn が係留して
いる膜セグメントへのコレステロールの添加によるパルミチン酸修飾を受けた Src 
型チロシンキナーゼの抑制は新たな癌治療において重要なものとなる可能性を秘め
ている。 
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